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 論文内・容要旨
目的
 免疫調節機構において,免疫担当細胞表面におけるidiotype(Id)を介する細胞間相互作用
 が重要な役割を担っていることが明らかとなりつつある。目己免疫疾患においても,自己抗体の
 Idや抗Id抗体の存在が示唆されており,発症におけるidiotypenetworkの関与が注目される。
 ここにおいて自己抗体の産生機序の解明や治療への応用を志向した自己抗体の特異的人為的制禦
 に鑑みた場合,自己抗体産生細胞の細胞表面Idの性状を解析することは極めて重要であろう。
 しかし己れまでcbnalle》elで自己抗体のIdに関する検討を行った澱告は殆どみられない。こ
 れは自己抗体産生細胞を得ることが極めて難しかったこと,及び自己抗体のIdを証明する手段
 が得られなかったことによると思われる。我々はこれまでに,SLE末梢B細胞よりヒトモノクロ
 ナルDNA抗体産生B細胞クローンを樹立してきた。これらのクローンはモノクロナルDNA自己
 抗体を得るsourceとして有用であるが,同時に細胞がDNA結合能を有し,免疫グロブリンレセ
 プターが存在することより,自己抗体産生細胞のモデルになると考えられる。本研究では,この
 DNA自己抗体産生ヒトB細胞クローン上のIdの性状を明らかとし,自己免疫の研究に資するこ
 とを目的とした。
方法
 DNA抗体産生細胞は,SLE患者末梢B細胞をEBウィルスにてtransformすることによ'り
 得た。これらのクローン串,0-81はss-DNA抗体を産生し,NE-1,NE-13,NE-28,
 NE-29はds-DNA抗体を産生する。次に各々のDNA抗体のIdに対するモノクロナル抗Id
 抗体を下記の如く得た。すなわち0-81抗体或いはNE-1抗体をDNAアフィニティカラムに
 て精製し,BAしB/cマウスに免疫して細胞融合法にてハイブリドーマを作成した。その結果各
 々 のDNA抗体のIdに特異的な抗Id抗体DlE2と1F5・を得た。DNA抗体活性,抗Id抗体活
 性,及び乙れらの活性に対する各種核酸の抑制試験はSolidphaseradioimmunoassayにて検
 討した。DNA抗体産生クローン表面におけるIdは,抗Id抗体と各クローンを4℃で反応させ
 た後洗浄し,更にFITC標識抗マウスIg抗体との反応をflρwcytometryにて解析するか,或も
 いは,抗マウスIg抗体を被覆したox-RBCによるロゼット形成反応(indirectanti-imm-
 unogloblinrosettingreaction:IARR)にて検討した。
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結果
 LヒトDNA抗体に対するマウスモノクロナル抗Id抗体の作製。ハイブリドーマ抗体DlE2は
 0-81抗体とのみ反応し・NE-1芽体,ヒトIgMとは反応しない。又,1F5はds-DNA
 抗体であるNE-1,NE-13,NE-28とは反応するが,ss-DNA抗体である0-81抗体
 とは結合しない。DNAとDNA抗体との反応は,それぞれの抗Id抗体により特異的に抑制さ
 れる。この抑制活性はヒトIgMにより吸収されない。更にそれぞれの抗Id抗体とDNA抗体と
 の結合は,DNA抗体が結合しうる各種核酸でのみ抑制された。以上より得られた抗Id抗体は,
 DNA抗体の抗原結合部位,或いはその近傍のIdを認識すると考えられた。
 2.ヒトDNA抗体産生B細胞表面におけるDNA抗体Idの証明。抗Id抗体をprobeとして
 DNA抗体産生B細胞表面Idについてflowcytometry及びIARRにて検討した。DlE2抗
 体は0-81クローンとのみ反応し,NE-1ケ日ーンとは反応せず,1F5抗体はNE-1クロー
 ンとのみ反応し,0-81クローンとは反応しなかった.この反応は,抗Id抗体を対応するDNA
 抗体で吸収するか,DNA抗体産生細胞を適当な抗原(DNA,polydTなど)で前処理すること
 により抑制された。このことより,DNA抗体産生細胞表面には抗原結合能を有するIdが存在
 'していることが示唆された。
 3.細胞表面IdとIgreceptorとの関連。DNA抗体産生細胞0-81をDlE2抗体,抗ヒトμ
 抗体,抗ヒトδ抗体と37℃にて2時間反応させ,細胞表面Idの変化を検討した。抗μ,抗δ抗
 体単独では,Idは減少しなかったが,抗μと抗δ抗体両者を加えた場合,または抗正d抗体を反
 応させた時クローン表面のIdは減少した。以上のことはクローン表面のIgM,IgD両レセプタ
 ーにDNA抗体と同一のIdが存在すること示すとともに,抗Id抗体とIdが反応し,細胞表面に
 おいて1d一統Id結合物が流動することが示唆された。
 結論及び考察
 1.ヒトDNA抗体に対する抗Id抗体を作成した。
 2.この抗Id抗体をprobeとしてヒトDNA抗体産生細胞表面に自己抗体のIdが存在すること
 を証明した。
 3.細胞表面Idが抗原レセプターと同一である可能性を示唆し,IdがIgM,IgD両レセプター
 上に'表現されていることを示した。
 4.以上よりヒトDNA自己抗体産生クローンは抗Id抗体のtargetとなりうること,すなわち,
 Id一抗Idnetworkの調節をうける可能性が示唆された。
 5、これらのクローンは自己抗体産生調節の研究,治療におけるinvitroの自己抗体産生細胞
 のモデルとして有用であろうと考えられる。
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 審査結.果の要旨
 近年,免疫抗体のidiotype(Id)が重視されるようになった。自己免疫疾患において,自己
 抗体のIdに対する抗Id抗体の存在が指摘されている。自己免疫疾患はidiotype.notworkの乱
 れによって発生するとも考えられる。
 このように抗Id抗体の解析は重要なものであるが,これまで,この分野の研究はあまり進ん
 でいなかった。
 そこで玉手英一は,ヒトSLE患者未梢血より分離し'たB細胞クローンがDNA抗体を産生す
 る乙とを利用し,B細胞クローン上のIdの性状を研究した。
 ヒトB細胞クローンの産生するモノクローナル抗体を精製し,これをBALB/Cマウスに免疫し,
 細胞融合を用いてハイブリドーマを作成した。こうしてDNA抗体のIdに特異的な抗Id抗体を
 得ることに成功した。
 この抗Id抗体を用いてDNA抗体産生B細胞を調べると,その細胞表面にDNA抗体のIdが
 証明された。この反応は,抗Id抗体に対応するDNA抗体で吸収すると消失した。また,DNA
 抗体産生細胞を適当な抗原,例えばDNA,.polydT,などで前処理すると抑制された。
 クローン表面のIgM,IgD両レセプ・ターにDNA抗体と同一のIdが存在することも示された。
 これらのクローンは自己抗体産生調節の研究に有用であると考えられる。
 以上の研究は,免疫調節機序についての理解を一歩進めたものと言えよう。自己免疫疾患の成
 因の研究に役立つ実験方法を開発したことにも意義がある。よって本研究は充分学位にあたいする
 ものと考える。
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